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Introducción: Factores como la edad, sexo, grupo étnico y herencia, intervienen 
en las diferencias interindividuales que subyacen en las variaciones del proceso de 
absorción, distribución, metabolismo y excreción (ADME) que experimenta un fármaco 
en el cuerpo humano. Los factores hereditarios contribuyen del 15 al 30% de dicha 
variación interindividual y por lo tanto en el grado de respuesta a cierta clase de 
fármacos, tales como Atorvastatina (ATV) que presenta alta variabilidad interindividual 
en su farmacocinética y por ende variación en el grado de respuesta a dicho 
medicamento. 
 
Objetivo: Determinar las variantes génicas que influyen en el metabolismo de 
fármacos de alta variabilidad farmacocinética. 
Materiales y Métodos.  Se realizó un estudio piloto, partiendo de un grupo 
constituido por 60 voluntarios sanos participantes en un protocolo de bioequivalencia 
para ATV, para medir la concentración plasmática de ATV se validó el método de 
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cuantificación utilizando un HPLC-MS-MS, la concentración máxima en plasma (Cmax) 
y el tiempo establecido para alcanzar Cmax (Tmax), fueron calculados de los datos 
concentración-tiempo observados en los niveles plasmáticos. Los parámetros 
farmacocinéticos estimados fueron: el área bajo la curva de la concentración plasmática 
desde el tiempo 0 al tiempo de la última determinación (AUC0-t) calculado usando la 
regla trapezoidal lineal-logarítmica: el área bajo la curva de 0 a infinito (AUC0-∞), 
aclaramiento sobre la fracción de la dosis absorbida (Cl/F), volumen de distribución 
sobre la fracción de la dosis absorbida (Vd/F), constante de eliminación en la fase 
terminal (Ke) y vida media en la fase terminal del fármaco (T1/2). Posteriormente, el 
metabolismo fue clasificado en cada uno de los sujetos a partir de sus perfiles 
farmacocinéticos. En el genoma de estos voluntarios fueron rastreados 87 polimorfismos 
génicos en 36 genes relacionados con el metabolismo y respuesta a fármacos. Para cada 
polimorfismo se calculó el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), la asociación entre los 
fenotipos (metabolizador lento, normal y rápido) y genotipos se realizó por medio de 
una prueba exacta de Fisher (valor de significancia  p < 0.05).  
Resultados y Discusión. Con respecto a los tipos de metabolismo para ATV, se 
encontraron las siguientes frecuencias: normal, lento y rápido de 41.47%, 30.00%  y 
28.33%, respectivamente. Los resultados aquí encontrados fueron similares a los 
encontrados para la población del oeste de México. Los 36 genes analizados se 
encontraron en EHW y las frecuencias alélicas de marcadores en genes del metabolismo 
de ATV fueron similares a las encontradas en otras poblaciones. El marcador C3435T 
del gen MDR1 fue el único que se encontró asociado con los fenotipos (p = 0.04). 
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Conclusiones. Estos resultados preliminares ponen en evidencia que el marcador 
C3435T del gen MDR1 en nuestra población tiene un importante papel en el 
metabolismo de ATV y reclaman el caracterizar más exhaustivamente los genes de 
interés para encontrar mutaciones que al estar presentes en la población mexicana, pero 
ausentes de la población española, no se contemplan en el dispositivo diagnóstico usado 
para este estudio piloto. 
Igualmente, apuntan a la necesidad de extender este estudio piloto a un mayor 
número de voluntarios manifestando variabilidad farmacocinética en otros estudios de 
bioequivalencia de fármacos como el aquí usado a modo de piloto. 
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 CAPÍTULO 1  
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
1.1 Industria farmacéutica actual 
La tecnología es fundamental para el  progreso científico y crítica para la 
competitividad en la industria. La farmacéutica la emplea para el desarrollo de nuevos 
medicamentos y terapias.1 No obstante, la generación de nuevas alternativas 
farmacológicas aún requiere de un proceso largo y costoso, debido a que el desarrollo de 
un fármaco pasa por distintas fases de investigación. Éstas, se dividen principalmente en 
fases preclínicas y clínicas, mediante las cuales se evalúa que la molécula bajo escrutinio 
reúna los requerimientos de eficacia terapéutica y seguridad exigidos para su 
comercialización.2 
Hacia el final de la década de 1960 fue cuando los gobiernos comenzaron a 
emitir regulaciones sobre el desarrollo de nuevos medicamentos, enfocándose sobre sus 
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aplicaciones e inocuidad a través de pruebas en seres vivos. Esto repercutió en la 
industria, alargando los periodos de aprobación de dichos fármacos y aumentando el 
gasto de investigación para el lanzamiento de nuevos principios activos al mercado, 
consecuentemente reduciendo los ingresos de las empresas desarrolladoras de los 
mismos.3 
A la par de estos eventos, hacia finales de 1970 surgieron nuevos tipos de 
empresas, tales como las de biotecnología y las de bioinformática, para ofrecer nuevas 
alternativas de desarrollo acelerado de nuevos medicamentos, sobre todo de naturaleza 
biológica. Las grandes empresas farmacéuticas tardaron en decidir si incursionar o no en 
esta nueva área del sector, ya que esto les significaba invertir un elevado capital en 
nuevos recursos humanos y tecnología para investigación y desarrollo (I & D). Ya para 
la década de 1980, las empresas del sector farmacéutico deciden integrarse a este nuevo 
segmento, pero para que la inversión en investigación y desarrollo resultara redituable, 
consiguieron en Estados Unidos de América (EUA) que la vigencia de explotación para 
las patentes fuera por 20 años, a partir de su aprobación y no desde la fecha de solicitud 
de la misma. 
 En la actualidad son dos los organismos internacionales principales dedicados a 
la regulación del lanzamiento de nuevos medicamentos: en los EUA la administración 
de alimentos y medicamentos (FDA) y en la Comunidad Económica Europea la Agencia 
de Evaluación de Medicamentos (EMEA).3 Para poder contender con las crecientes 
exigencias regulatorias de estos organismos, la industria farmacéutica ha venido 
apoyando su I & D con otras disciplinas, como la biología molecular, la biotecnología, la 
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bioinformática y las ciencias genómicas.1,2 La biotecnología moderna reúne a estas 
disciplinas, dominando la era actual de la industria farmacéutica. 
 
1.2 Investigación y producción tradicional de nuevos fármacos 
 
A través de la historia de la farmacéutica, las plantas han sido la principal materia 
prima de donde se obtienen los principios activos de los medicamentos. No obstante, la 
química ha venido desplazando esta práctica de manera gradual, siendo en la actualidad 
la principal fuente proveedora de nuevas moléculas con actividad farmacológica.2 
De un promedio de 5,000 a 10,000 compuestos candidatos evaluados, al final 
sólo uno de ellos es aprobado. Por lo tanto, el proceso que sufre una molécula desde que 
es descubierta hasta que se encuentre disponible al público es muy largo 
(aproximadamente de 10 a 15 años). Pasando por varios procesos de evaluación 
agrupados principalmente en las referidas fases pre-clínica y clínica.4 
 
1.3 Fármacos de nueva generación 
 
La biotecnología molecular y celular tuvo sus inicios a finales de la década de 
1970, al emerger la tecnología del ADN recombinante, con la cual fue posible la 
clonación de genes para expresar sus productos proteicos en hospederos biotecnológicos. 
El impacto de este logro fue mayúsculo en la investigación médica y de inmediato 
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capitalizada por la primera empresa de biotecnología moderna del mundo: Genentech. 
Para mediados de la siguiente década, ésta ya estaba logrando producir la primera 
proteína humana de manufactura bacteriana, la insulina recombinante (Humulina), 
empleada en el tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo I. Otro ejemplo se dio en el año 
de 1989, cuando Amgen anunció que había logrado clonar y expresar el gen de la 
Eritropoyetina (Epogen) que se utiliza en el tratamiento de anemia asociada a falla renal 
crónica, entre otras patologías. Actualmente la biotecnología se emplea en diversas 
áreas: desde la confección de nuevas biomoléculas terapéuticas y vacunas, hasta la 
producción de nuevos alimentos, enzimas y otros productos. También se enfoca en la 
identificación de proteínas y cómo influyen éstas en la génesis de las enfermedades, lo 
que se ha acelerado enormemente5 a partir de la información generada por el proyecto 
del genoma humano (PGH), pues éste ha contribuido con herramientas para predecir por 
ejemplo la capacidad de cada uno de nosotros para responder a los tratamientos 
farmacológicos.6 Precisamente los nuevos horizontes de la farmacogenética están 
enfocados a identificar las variaciones genómicas existentes entre las diversas 
poblaciones y explotar esta información a través de aplicaciones prácticas; dicho de otra 
manera, diseñar medicamentos personalizados en base a las variaciones específicas de 
cada etnia y dentro de ésta, de cada individuo.7 
Independientemente de la naturaleza del fármaco, sea este una molécula química 
o biotecnológica, para aspirar a su aprobación para la venta al público, se someten 
básicamente a las mismas fases de investigación pre-clínica y clínica. 
 
Aplicación de la farmacogenómica en la predicción de la respuesta a fármacos de alta variabilidad farmacocinética 
 2013
 
 
5 
 
1.4 Investigación farmacéutica 
 
1.4.1 Investigación pre-clínica 
 
En la fase pre-clínica se establece el objetivo o blanco terapéutico, a través del 
estudio de la enfermedad o la selección de una molécula que haya mostrado algún tipo 
de efecto farmacológico. En la mayoría de los casos, los blancos farmacológicos son 
individuales, entre los que podemos mencionar: un gen (oncogen MYC), una proteína o 
algún agente infeccioso, relacionado a la etiología de alguna enfermedad. 
Posteriormente, al seleccionar algún blanco terapéutico, se determina la repercusión de 
la molécula en estudio sobre el blanco farmacológico y su comportamiento se confirma 
mediante estudios en animales. 
Como ya se mencionó, toda esta comprensión de las bases de las enfermedades 
se ha visto acelerada por la conclusión del PGH en el 2003. Éste arrojó una nueva 
imagen detallada de la maquinaria del cuerpo y de las instrucciones para generarlo y 
operarlo: el genoma. Aunado a esto, el proyecto HapMap y el varioma pretenden 
identificar cuáles son las variaciones genómicas que en distintas poblaciones están 
asociadas a la aparición de enfermedades. Este avance ha revolucionado y evolucionado 
la manera de identificar los posibles objetivos farmacológicos. 
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Una vez que se ha determinado el blanco, los investigadores se enfocan en la 
búsqueda de un fármaco.4 Esta fase conocida como fase química, es donde se elige una 
molécula candidata con características prometedoras (que ejerza un efecto 
farmacológico que cause remisión de la enfermedad). La búsqueda de este potencial 
fármaco se aborda de diferentes maneras: ya sea que la molécula se obtenga de fuentes 
naturales, como de plantas o bacterias y que posteriormente sea modificada por síntesis 
química. Esta última, con el avance de la tecnología también ha prosperado, al contar los 
científicos con programas de modelación computacional (in silico) que  facilitan la  
síntesis de metabolitos de novo y que predicen su potencial acción farmacológica.2,4,8 
El empleo de la robótica, así como la explotación de la informática y programas 
computacionales, llevan a la farmacéutica moderna a realizar análisis masivos 
simultáneos (selección de alto rendimiento o “high throughput screening” por sus siglas 
en inglés), de cientos o miles de moléculas para determinar si alguna de ellas tiene 
alguna actividad farmacológica prometedora. Aunado a esto, la estrecha relación que se 
tiene con la biotecnología, permite a la farmacéutica acceder a la ingeniería genética, 
para utilizar microorganismos, células e incluso animales de laboratorio y hasta de 
granja, para manipularlos genéticamente y convertirlos en biorreactores para la 
producción de posibles moléculas terapéuticas, tales como: proteínas recombinantes (por 
ejemplo, insulina), anticuerpos y vacunas.4 
Posterior a la fase química se procede a una fase biológica, que consiste en la 
evaluación de la toxicidad y citotoxicidad in vitro (por ejemplo, ensayos con Artemia 
salina y células en cultivo, respectivamente),9,10 ensayo de la actividad biológica, 
solubilidad en medios fisiológicos y si estos compuestos tienen la propiedad de difundir 
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a través de las barreras intestinales y hemato-encefálicas. Es importante establecer la 
estabilidad metabólica del compuesto, como pre-requisito a los ensayos de farmacología 
y toxicología in vivo (en animales).2,4,8 Los modelos animales empleados en la fase pre-
clínica ofrecen una visión preliminar del comportamiento del fármaco en un organismo 
vivo y posteriormente los datos obtenidos se pueden extrapolar a los humanos. En la 
investigación biomédica se han usado varios modelos animales, entre los que podemos 
mencionar: los ratones y ratas utilizados generalmente para investigar blancos 
terapéuticos como enzimas y receptores hormonales de interés. Por otra parte los 
modelos no-roedores como los perros y los monos, son usados para evaluar el 
metabolismo y la toxicología de las moléculas candidatas. Entre estos últimos modelos 
de estudios, debido a su similitud anatómica [(analogía con el corazón, cavidad nasal, 
hígado, riñón y cerebro, así como con el sistema reproductivo y gastrointestinal), 
fisiológica y bioquímica con respecto al humano, el mini cerdo (por ejemplo, Göttingen, 
Bama o Yucatán)] son considerados como un excelente modelo para estudios pre-
clínicos como los de farmacología y toxicología in vivo.11 Después de un largo tiempo, 
la fase pre-clínica llega a su fin, con un estimado de uno a cinco compuestos candidatos 
seleccionados, de alrededor de 10,000 tamizados inicialmente. La FDA vigila la 
evaluación de la farmacología y toxicidad de las moléculas candidatas antes de pasar a la 
fase clínica, la cual le sigue a la fase pre-clínica.2,4,8  
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1.4.2 Investigación clínica 
 
Una vez que se han seleccionado los fármacos candidatos, se continúa con la fase 
clínica, en la que las moléculas elegidas son probadas en humanos, estudiándolas a 
conciencia para proporcionar evidencia de la seguridad y la eficacia del fármaco, antes 
que la FDA lo revise para su eventual aprobación para ser comercializado. Para poder 
cumplir con este propósito, los candidatos deben ser evaluados en diferentes tipos de 
ensayos clínicos, que en promedio tomarán alrededor de 6 a 7 años para su conclusión. 
Sin embargo, para poder iniciar con la fase clínica, ésta debe de justificarse ante la FDA, 
lo que se realiza aprobando una evaluación llamada: Investigación de aplicación y 
seguridad de un nuevo fármaco o (IND por sus siglas en inglés, Investigational New 
Drug Application and Safety). Esta evaluación, consiste en mostrar los resultados de los 
experimentos realizados en la fase pre-clínica, por ejemplo: la estructura química, la 
predicción de su comportamiento en el cuerpo humano, evidencia de algún efecto 
terapéutico y una lista de posibles efectos adversos presentados en modelos animales; 
todo esto con el fin de garantizar la seguridad de los voluntarios que participarían en los 
ensayos clínicos. Además, también proporciona información detallada de cómo se 
llevarán a cabo las pruebas clínicas, dónde se realizarán y quiénes serán los encargados 
de realizarlas.  Aunado a esto, todos los ensayos clínicos deben incluir una carta de 
consentimiento informado de cada uno de los voluntarios incluidos en los estudios; 
además de que el protocolo debe de ser evaluado y aprobado por el Comité Ética de la 
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(s) institución (es) donde se realizará (n) la (s) prueba (s) clínica (s) (IRB, del inglés 
Institutional Review Board).4 
Una vez aprobados estos requerimientos, los ensayos clínicos se realizan en 
etapas bien diferenciadas.  
 
1.4.2.1 Estudios de fase clínica I 
 
Son llevados a cabo con aproximadamente 20 a 100 voluntarios sanos, tienen el 
objetivo primordial de descubrir qué tan seguro es el medicamento de prueba 
(evaluación del metabolismo y eliminación del cuerpo, así como de las posibles 
reacciones adversas). 
 
1.4.2.2 Estudios de fase clínica II 
 
En esta fase se estudian cerca de 100 a 500 pacientes con una enfermedad o una 
condición particular, tienen el fin de determinar efectos adversos a corto plazo y sí el 
medicamento funciona como se esperaba y mejora la condición clínica del paciente. En 
combinación, las fases clínicas I y II tienen la finalidad de proporcionar la certeza de 
seguridad y eficacia del fármaco evaluado, así como también proporcionar un rango de 
dosificación amplio.  
Aplicación de la farmacogenómica en la predicción de la respuesta a fármacos de alta variabilidad farmacocinética 
 2013
 
 
10 
 
1.4.2.3 Los estudios de fase clínica III 
 
Posteriormente a los estudios de fase II, se continúan con los de fase III (estudios 
multicéntricos controlados), caracterizados por ser los de mayor escala 
(aproximadamente de 1,000 a 5,000 pacientes) y de mayor duración, en la cual se 
necesitan pruebas más apropiadas donde se emplean un rango de dosis razonable (curvas 
terapéuticas “concentración-respuesta”), así como también más controladas y donde se 
requiere un estricto criterio de selección de los pacientes (puntos de corte 
adecuados).2,4,8,12  
En esta etapa es necesario tener información acerca de la farmacocinética 
(evaluación del proceso de absorción, distribución, metabolismo y eliminación o 
ADME, de medicamentos en pacientes sometidos a alguna terapia farmacológica) y 
farmacodinamia (estudia la relación entre la concentración de un fármaco y la respuesta 
obtenida en un paciente)13 del producto en evaluación, por ejemplo: evidencia sobre los 
efectos en biomarcadores. Éstos, son elegidos fundamentalmente bajo la premisa de qué 
tan buenos son, para demostrar la eficacia terapéutica del producto en un lapso corto de 
tiempo y deben encontrarse aceptados como marcadores sustitutos de la eficacia, así 
como también debe ser bien conocida la relación dosis/exposición con respecto al 
producto. Para poder ser considerado un buen marcador farmacodinámico de predicción 
de la eficacia, éste debe ser sensible a cambios provocados por la terapia y a través de 
estos cambios poder explicar los diferentes tipos de resultados clínicos (por ejemplo, 
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niveles de colesterol sanguíneo, presión arterial, etc.). La finalidad de las pruebas de fase 
III, es poder identificar sub-grupos en la población estudiada con respuestas al 
tratamiento potencialmente mejores. Esta fase es clave en la aprobación del fármaco y 
ofrece las razones para agregar etiqueta de uso en base a pruebas farmacogenéticas (ver 
más adelante).4,8,12  
 
1.4.2.4 Estudios de fase clínica IV 
 
Una vez que el medicamento es comercializado se inicia con la última fase de 
evaluación, las pruebas de fase clínica IV, las cuáles se caracterizan por un seguimiento 
del producto farmacéutico post-comercialización, donde se evalúa mediante 
cuestionarios la existencia de reacciones adversas o tóxicas tras el uso generalizado de 
dicho producto. Esta fase es mejor conocida como de  farmacovigilancia.2,4 
 
1.4.2.5 Estudios de bioequivalencia 
 
Una vez que la patente de un fármaco innovador ha vencido (en México la 
vigencia es de 10 años), otras compañías farmacéuticas pueden formular el mismo 
medicamento, estos fármacos son conocidos como genéricos intercambiables (GI). En 
México, la Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) 
obliga a los fabricantes de GI a tener un registro sanitario para poder comercializar su 
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producto. Este registro sanitario garantiza que los laboratorios que fabrican los fármacos 
genéricos cumplan con los mismos estándares de manufactura que el medicamento de 
referencia (original de patente). 
Para obtener el registro sanitario, los laboratorios someten su producto GI a 
estudios de bioequivalencia, evaluando la equivalencia biológica (in vivo) de dos 
preparaciones de un medicamento hecho por dos fabricantes distintos, es decir, se espera 
que ambos sean, iguales para todos los propósitos terapéuticos. Estos medicamentos 
deben tener el mismo principio activo, la misma pureza y ser administrados por la 
misma vía, para denominarse bioequivalentes. Estos estudios son realizados en al menos 
24 sujetos sanos según la NOM-177-SSA1-1998 que establece las pruebas y 
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.14 
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CAPÍTULO 2 
 
 
METABOLISMO DE FÁRMACOS Y SU VARIACIÓN 
 
 
2.1 Biotransformación 
 
La mayor parte de los fármacos son particularmente lipofílicos y por ende 
hidrofóbicos. Esta propiedad fisicoquímica les permite atravesar con facilidad las 
membranas celulares, hasta su destino final (sitio de acción farmacológica). No obstante, 
debido a que el cuerpo humano está constituido aproximadamente de un 80% de agua, el 
mismo carácter hidrófobo de los medicamentos entorpece su eliminación del cuerpo. Por 
lo que al acumularse y rebasar su concentración máxima segura en sangre (nivel 
supraterapéutico), producen toxicidad farmacológica. Para contender con este riesgo, 
nuestro cuerpo posee un repertorio enzimático capaz de biotransformar los fármacos.15 
La superfamilia de isoenzimas de los citocromos hepáticos P450 o mejor conocidos 
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como CYP450, es la encargada de esta tarea. El metabolismo de los medicamentos se 
compone principalmente de dos fases: i) metabolismo de fase I (reacciones de óxido-
reducción) que transforma el metabolito a una forma más activa o más soluble, y ii) 
metabolismo de fase II (reacciones de conjugación) que convierte primordialmente las 
moléculas hidrofóbicas a unas estructuras más hidrofílicas para facilitar su excreción. 
Las CYP450 por medio del metabolismo oxidativo, transforman alrededor del 80% de 
los medicamentos empleados en la clínica y aproximadamente el 50% de los fármacos 
eliminados (Figura 1).16,17 
 
Figura 1. Metabolismo de los fármacos. Después de su administración, los 
fármacos: 1) Interaccionan con proteínas transportadoras y se absorben por los 
enterocitos. 2) Pasan a la circulación sanguínea por medio de la vía portal hepática. 3) Se 
metabolizan por las enzimas hepáticas de la familia Citocromo P450. 4) Son puestos a 
biodisponibilidad por medio de la arteria hepática. 5) Ejercen su efecto en el órgano 
blanco. 6) Son modificados por enzimas de metabolismo fase II en el hígado y 
finalmente eliminados por la vía renal. 
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2.2 Diferencias interindividuales del metabolismo de fármacos 
 
Las diferencias interindividuales que existen en el metabolismo de 
medicamentos, son influenciadas por factores como la edad, el sexo, algunas 
enfermedades, el medio ambiente, la dieta e interacciones farmacológicas, así como 
también por el perfil genético de cada persona (variación genética).18 A pesar de que las 
compañías farmacéuticas comprueban la eficacia y seguridad de los medicamentos antes 
de ser puestos en el mercado, existe variabilidad interindividual en el  metabolismo de 
fármacos y la respuesta a ellos, que es producto de la interacción de los factores antes 
mencionados. La discrepancia entre las concentraciones plasmáticas de dos sujetos física 
y fisiológicamente similares, a los que se les ha administrado la misma dosificación de 
cierto medicamento, puede ser más de 1000 veces.19 Ingelman-Sundberg dice que “los 
factores genéticos pueden representar entre el 20 y 40% de estas diferencias 
interindividuales en el metabolismo y respuesta a fármacos. Sin embargo, para ciertos 
medicamentos o clases de medicinas, los factores genéticos serán los más importantes 
para el resultado de la terapia farmacológica”.19 
Polimorfismos genéticos (cambios en la secuencia de ADN presentes en una 
frecuencia mayor al 1%) en las secuencias codificantes de estas enzimas, determinan la 
respuesta que un individuo puede tener a un fármaco, pudiendo ésta ser, nula, reducida, 
normal o incluso aumentada.16,17 
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2.3 Efectos variables de los fármacos 
 
Cuando un principio activo ingresa al cuerpo de una persona, su metabolismo 
puede responder de diferentes maneras: ya sea que experimente una respuesta eficaz, 
que presente una respuesta disminuida, que simplemente no responda a la terapia o que 
exhiba alguna reacción adversa (ADR del inglés, adverse drug reaction). La toxicidad 
hepática y arritmias cardíacas son comunes en las reacciones adversas, que pueden llevar 
a una hospitalización e inclusive, a la muerte. Por lo tanto, las ADRs juegan un papel 
preponderante en la morbilidad y mortalidad de la población mundial, traduciéndose en 
la generación de costos considerables para los sistemas de salud.20 En efecto, según el 
análisis realizado por Lazarou et al en 1998,21se estima que las ADRs son responsables 
del 6.7% de los pacientes internados y del 0.13% de los decesos. Esto en hospitales de 
los Estados Unidos. Pirmohamed y colaboradores encontraron cifras similares en un 
trabajo que abarcó hospitales del Reino Unido.22 Por tal motivo, las ADRs continúan 
siendo las limitantes más grandes para que nuevos fármacos lleguen al mercado; 
igualmente, son la razón por la que un fármaco sea retirado de éste. Como consecuencia 
de lo anteriormente mencionado, los investigadores, los proveedores de asistencia 
médica, las agencias reguladoras como la FDA y la industria farmacéutica, han dirigido 
sus esfuerzos para identificar cuáles son los factores que determinan el riesgo de 
presentar ADRs.23 Actualmente este equipo multidisciplinario se ha enfocado 
primordialmente en los factores genéticos, ya que estos son transcendentales en la 
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patogénesis y la predicción de ADRs. Al poder identificar estos factores, será 
fundamental en la terapéutica farmacológica, pues hará posible diseñar un tratamiento en 
base a un perfil genético individual, que no sólo resultará en una mejor respuesta, sino 
también en la reducción de manera importante del número de ADRs.20 
 
2.4 Genética y farmacología 
 
El estudio de las variaciones en genes que influencian el proceso ADME que 
experimentan los fármacos en el cuerpo humano, las cuales pueden ser determinantes en 
la respuesta de un individuo a una terapia farmacológica.13 Este proceso se puede dividir 
en dos partes principales: exposición y respuesta al medicamento. La exposición se 
enfoca principalmente en la administración de dosis, niveles plasmáticos de la medicina 
o en general en la farmacocinética, siguiendo las curvas de concentración. Por otro lado, 
la farmacodinamia se centra primordialmente en los efectos del fármaco a nivel 
sistémico, a través del monitoreo de su impacto en diferentes procesos fisiológicos y 
patológicos, lo que incluye tanto valorar la eficacia terapéutica, como detectar ADRs.20 
La variación genética además de influir en la incidencia de las enfermedades, su 
progresión y recurrencia, también afectan su tratamiento, siendo responsable de la 
heterogeneidad de la respuesta a fármacos que puede existir entre dos individuos de la 
misma edad, talla y peso tratados con un mismo régimen farmacológico.24 Es así que 
revelar la variación genética de cada individuo en genes que condicionan la magnitud de 
su proceso ADME, es determinante para la elección del medicamento o medicamentos 
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con más probabilidad de ofrecerle éxito terapéutico y a la vez advertirle de las probables 
reacciones adversas o tóxicas.8 
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CAPÍTULO 3 
 
 
FARMACOGENÉTICA 
 
 
3.1 De la genómica a la farmacogenética 
 
El área científica que empezó a explicar el papel de la variación genética en el 
metabolismo de fármacos, tuvo su albor formalmente a finales de 1950.25 En 1959 
Friedrich Vogel, bautizó esta área de la investigación científica, como farmacogenética. 
Este terreno tuvo un lento crecimiento durante los siguientes años, debido, a que sólo en 
algunos medicamentos, la respuesta o la presencia de ADRs, se podía asociar a un solo 
gen.26 
Conforme la tecnología fue avanzando, en 1997 se propuso analizar, mediante un 
sistema de mapeo genómico (arreglos de oligonucleótidos en alta densidad), la 
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variabilidad genética de las vías relacionadas al metabolismo de fármacos, en paralelo 
con la de  genes asociados a enfermedades.  
Los términos farmacogenética y farmacogenómica27 tienden a confundirse y 
aunque ambos estudian la variación en genes del metabolismo y respuesta a fármacos, 
son distintos entre sí. En sentido estricto, la farmacogenética se refiere a la identificación 
de las variantes, en el genoma, que afectan el metabolismo de los  medicamentos. Por 
otra parte, la farmacogenómica se refiere al estudio de los mecanismos que explican 
dicho efecto de la variación genómica en la respuesta a los fármacos, recurriendo por 
ello a técnicas de la era genómica, como los ADNchips.13 
Incluso desde antes de la conclusión oficial en el 2003 del PGH, se ha producido 
un avance exponencial en el terreno científico. Como consecuencia, se han desarrollado 
pruebas farmacogenéticas de acompañamiento como nuevos microarreglos de ADN 
(ADNchips), que predicen la respuesta a tratamientos farmacológicos. Particularmente la 
farmacogenética está revolucionando la forma de prescribir un medicamento, en base a 
revelar desde el genoma la capacidad de cada individuo de responder de manera eficaz o 
adversa (ADRs) a los fármacos (medicina personalizada).28 
Tener un panorama general de los factores genéticos, los métodos y estrategias 
actuales para la identificación de estos, permitirá una mejor comprensión de los alcances 
de la farmacogenética, en la predicción de la respuesta a terapias farmacológicas. 
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3.2 Variación genética y genómica 
 
Las diferencias genéticas que existen entre las diferentes poblaciones e incluso 
entre individuos de una misma población, van desde polimorfismos de un solo 
nucleótido o SNPs, repeticiones de secuencias cortas en tándem STRs (del inglés short 
tándem repeat), hasta variación del número de copias de un gen (CNVs, del inglés copy 
number variation) e inserciones y deleciones (indels).29-31 Estas diferencias genéticas que 
son de mayor relevancia en la investigación y desarrollo de nuevos fármacos, se 
presentan en tres categorías principales de genes: 1) aquellos con relevancia 
farmacocinética (ADME), 2) los que codifican para blancos premeditados y no 
premeditados del medicamento (efecto farmacológico),8 3) también los considerados 
como marcadores pronósticos; es decir genes que predicen la incidencia o desarrollo de 
una enfermedad (probabilidad de cáncer o metástasis, por ejemplo en el oncogen K-ras 
para el cáncer de colon).32 
En la actualidad, las diferencias genéticas asociadas a los efectos 
farmacocinéticos son mejor conocidas y más numerosas que las asociadas a los efectos 
farmacodinámicos. Asociar los perfiles genéticos con los parámetros farmacocinéticos 
que presentan diferencias entre individuos resulta más sencillo de medir, pues se refleja 
en las concentraciones del medicamento y en los niveles de su (s) metabolito (s) en los 
fluidos biológicos del cuerpo, en función del tiempo; algunos de dichos parámetros son: 
el área bajo la curva (AUC), la concentración máxima (Cmax) y el tiempo para Cmax 
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(Tmax), el aclaramiento, el volumen de distribución y la vida media. Por otra parte, el 
impacto de los factores genéticos que repercuten en la farmacodinamia es más 
complicado de evaluar, porque los efectos clínicos presentan más variación entre los 
individuos y son más propensos a imprecisión en las mediciones, además de que son 
influenciados por varios factores. En conclusión, los factores genéticos afectan tanto la 
farmacocinética como la farmacodinamia, repercutiendo en la respuesta a algún régimen 
terapéutico dado. De esta manera, la determinación de la variación genética temprana en 
voluntarios o pacientes en tratamientos farmacológicos experimentales (protocolos 
clínicos), es relevante para poder definir si alguna es clínicamente importante.8 
 
3.3 La importancia de la farmacogenética 
 
La mayor cantidad de información farmacogenética existente se ha generado  
post-comercialización, sin embargo la importancia de ésta, afirma el valor potencial de 
tener acceso a estos datos de manera más temprana cuando pueden ser asociados a los 
ensayos clínicos en las distintas fases, para aumentar la seguridad y la eficacia. 
El valor de la farmacogenética lo ilustra el creciente número de ejemplos de 
fármacos en los cuales se incluyen etiquetas de uso de pruebas farmacogenéticas para 
guiar su prescripción. La FDA tiene una lista de fármacos en los cuales se incluye la 
etiqueta de uso de pruebas farmacogenéticas antes de su prescripción, siendo el ejemplo 
más conocido el de la Warfarina, medicamento empleado para la prevención y 
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tratamiento de eventos tromboembólicos (genotipificación de interés: alelos de los genes 
CYP2C19 y VKORC1).8,33,34  
Otro fármaco que incluye esta etiqueta es el Clopidogrel, medicamento utilizado 
para el tratamiento de eventos aterotrombóticos y cardiacos (genotipificación de interés: 
alelos del gen CYP2C19).35  
En dicha lista no sólo se incluyen fármacos que pueden presentar efectos 
adversos en base a su relación dosis-respuesta, sino que también la conforman 
medicamentos en los cuáles se puede presentar una respuesta exacerbada; es decir 
fármacos asociados a genotipo específicos de alto riesgo como el Abacavir, utilizado en 
la terapias contra el VIH (genotipificación de importancia: alelo génico HLA-B*5701), 
donde la presencia de una variación génica está asociada con una mayor 
hipersensibilidad al medicamento;36 otro grupo de medicamentos que contienen esta 
etiqueta, son los antineoplásicos como el Tamoxifeno, utilizado en la terapia de 
pacientes con cáncer de mama (genotipificación de importancia: alelos de los genes 
CYP2D6, CYP3A5 y SULT1A1), así como también el medicamento 6-mercaptopurina, 
comúnmente empleado en el tratamiento de leucemia linfoblástica aguda 
(genotipificación de interés: alelos del gen TPMT), entre otros.33,34 
Además de estos ejemplos, hoy en día existen bases de datos que contienen 
información sobre las diferentes enzimas responsables del metabolismo de xenobióticos, 
como lo son los medicamentos. Estas bases de datos contienen información acerca de los 
fármacos que son metabolizados por dicha clase de enzimas, siendo buenos ejemplos los 
disponibles en los siguientes sitios de la web: http://bioinformatics.charite.de/supercyp y 
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http://medicine.iupui.edu/clinpharm/DDIs/. Por lo tanto, si una persona dispone de su 
perfil genómico, puede acceder libremente y consultar en base a su genotipo-fenotipo 
enzimático, cuáles son los medicamentos que le pueden ofrecer una mejor respuesta o 
identificar a cuáles tiene un riesgo elevado de sufrir reacciones adversas, o simplemente 
poder seleccionar otra alternativa terapéutica. Estas herramientas pueden resultar 
también en una ayuda invaluable para los médicos, al momento de prescribir un fármaco 
o la dosis de éste. 
 
3.4 Pruebas farmacogenéticas de acompañamiento 
 
El incluir investigación farmacogenética en el desarrollo de nuevos fármacos, 
favorece la identificación de las variaciones genómicas interindividuales asociadas a la 
eficacia y seguridad exhibidas por los fármacos experimentales. La farmacogenética 
necesita de la colección y empleo de muestras biológicas, para generar datos. En el 
desarrollo de nuevos fármacos estos datos pueden ser usados para: 1) identificar las 
razones de las diferencias farmacocinéticas y farmacodinámicas (variabilidad en la 
respuesta clínica), 2) priorizar el diseño y empleo de estudios de interacción fármaco-
fármaco, 3) diseñar ensayos clínicos que permitan evaluar los efectos en subgrupos 
identificados (distintos tipos de metabolismo) y 4) revelar las bases moleculares de estas 
diferencias, así como la ausencia de eficacia o la presencia de eventos adversos. 
Estas pruebas farmacogenéticas pueden ser diagnósticas cuando son utilizadas 
para diferenciar a los individuos: 1) con mayor probabilidad de éxito terapéutico, 2) que 
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son propensos o tienen un riesgo mayor de  presentar reacciones adversas provocadas 
por el medicamento, 3) que no obtienen algún beneficio del tratamiento, y 4) que 
necesitan de una dosis genotipo específico o de intervalos de medicación. 
Además de lo anteriormente mencionado, el incluir estudios farmacogenómicos 
en la fase de investigación clínica III permite: 
1) Identificar y seleccionar poblaciones que requieren de una dosis mínimas 
o máximas. 
2) Identificar y seleccionar poblaciones que responden a un tratamiento 
estándar, en función de sus características fenotípicas y genotípicas. 
3) Definir un rango de dosis para pruebas posteriores. 
4) Determinar cuáles son los grupos de alto riesgo, es decir los más 
propensos a experimentar severas reacciones adversas (figura 2). 
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Figura 2. Variabilidad Genética-Fenotipo-Farmacogenética.  A) El fenotipo (tipo 
de metabolizador) está ligado a la variabilidad genotípica de los individuos. Se han 
identificado diferentes alelos distinguibles por polimorfismos de un sólo nucleótido o 
SNPs en un mismo gen, que afectan de distintas maneras el metabolismo de fármacos. 
B) Utilizando herramientas farmacogenéticas para rastrear estos SNPs, se puede 
distinguir de entre un grupo de personas con un mismo diagnóstico, prescripción y 
tratamiento farmacológico, a aquellos que responderán, de los que no y a aquellos que 
presentarán efectos adversos. Modificado de Kudzma y cols.37 
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La identificación de los distintos grupos de una población en estudio, permite un 
abordaje terapéutico individualizado (por ejemplo para pacientes con cáncer), al predecir  
la respuesta al tratamiento por medio de biomarcadores predictivos y el perfil genómico, 
haciendo más dinámica la investigación y desarrollo de nuevos medicamentos.8  
 
3.4.1 Estudios de farmacogenética clínica 
 
Los estudios de farmacología clínica representan una ventana de oportunidad 
para integrar la farmacogenética y así evaluar la variabilidad interindividual y sus 
repercusiones en los estudios clínicos subsecuentes. En la actualidad son pocos los 
estudios que involucran una selección de sujetos en base a su perfil genómico o en base 
a un genotipo específico a fin de estratificar en grupos de tratamiento específicos. La 
farmacogenética puede ser incluida en estudios: 
1) De farmacocinética y farmacodinamia en voluntarios sanos. Si el fármaco 
en cuestión es metabolizado por una enzima codificada por un gen polimórfico cuyos 
genotipos más frecuentes deben de ser ≥ 1% para determinar el grado de variabilidad y 
diferencias máximas de la exposición sistémica entre genotipos. 
2) Estudios de farmacocinética y farmacodinamia en pacientes. Para 
seleccionar pacientes en base a genotipos para identificar los respondedores potenciales 
y así eliminar los pacientes con probabilidad de experimentar algún efecto tóxico. 
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3)  Estudios de dosis respuesta. En los que se monitorean biomarcadores o 
signos clínicos relevantes de la eficacia y seguridad terapéutica, a fin de determinar 
dosis más adecuadas, así como también para establecer el rango de dosis a la cual se 
presentan efectos adversos.8 
 
3.4.2 La farmacogenética en la investigación clínica 
 
En los estudios farmacogenómicos involucrados en los protocolos clínicos de 
investigación de farmacocinética y farmacodinamia, se pone especial atención en los 
efectos de género, edad, talla y grupo étnico. Sin embargo, además de estas 
características demográficas de la población en estudio, hay ciertas consideraciones de 
seguridad que se deben de tener en cuenta, como lo son: el uso de voluntarios sanos en 
evaluaciones donde el medicamento no pone en riesgo la salud del sujeto estudiado 
(como sí ocurre en el caso de los antineoplásicos que son citotóxicos) y en contraparte, 
el uso de pacientes para quienes el fármaco experimental puede representar una 
oportunidad de explorar la farmacodinamia o ciertos puntos clínicos que no pueden ser 
medibles en los voluntarios sanos.8 
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3.4.3 Dispositivos diagnósticos farmacogenéticos 
 
En esta era genómica, varias compañías manufacturan pruebas que determinan el 
perfil genético de pacientes por medio de Chips de ADN. La primera prueba de este tipo 
que estuvo lista para uso clínico, fue el “AmpliChip CYP450 test” de Roche, que salió al 
mercado en los EUA en el 2005. Usando la tecnología de chip o microarreglo de ADN 
(por lo general una laminilla de microscopio portando decenas o cientos de miles de 
sondas oligonucleotídicas con las que se hace reaccionar el genoma de un individuo para 
rastrearle a cada paciente mutaciones y polimorfismos), la prueba ofrece un reporte 
indicando las variaciones genéticas en CYP2D6 y CYP2C19 que están presentes y con 
ello se predice si se trata de un paciente metabolizador lento, intermedio, normal, o 
ultrarrápido de los sustratos para cada una de las enzimas. Esto ayuda a determinar el 
metabolismo involucrado en aproximadamente 25% de los fármacos prescritos.37 Otro 
chip que ya también se encuentra en el mercado es el DMET (drug metabolism enzymes 
and transporters) panel chip de Affymetrix, diseñado para su uso en investigación y que 
evalúa polimorfismos en CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4, 5, 7 y 
transportadores.38,39 
 Por otra parte, un ADNchip versátil diseñado tanto para diagnóstico como 
para investigación es el PHARMAChip de la empresa española Progenika Biopharma 
S.A., el cual permite la identificación de 85 de los polimorfismos farmacogenéticos más 
relevantes y mejor caracterizados en la literatura científica internacional, con una 
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sensibilidad y especificidad superiores al 99.9%. El PHARMAChip detecta 
polimorfismos en una decena de genes de los Citocromos CYP450 y otros 25 genes 
implicados en la metabolización y transporte de fármacos. Esta prueba también 
proporciona un reporte en el cuál se predice el fenotipo metabolizador en el paciente 
para cada uno de los genotipos revelados, permitiendo con ello hacer recomendaciones 
del tipo y dosis de medicamentos con los que mejor se trataría la enfermedad de un 
determinado paciente, pasando así del análisis genético molecular a la era de la  
farmacogenética con bioanálisis genómicos de medicina personalizada.40 Hasta el 
momento, esta tecnología se ha empleado en diversas investigaciones para evaluar 
simultáneamente diversos genes y marcadores. 
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3.5 Justificación 
 
Los factores hereditarios contribuyen hasta en un 30% de la variación 
interindividual en el metabolismo de fármacos.  
Los genes que se han visto asociados a esta variabilidad, son aquellos de cuyos 
productos depende el proceso ADME.  
La farmacogenética permite revelar la variación génica que condicionan la 
eficacia y toxicidad con la que cada individuo responde a los fármacos. 
Dada la alta demanda en México de estudios de bioequivalencia para la 
aprobación de fármacos genéricos, es importante valorar la aplicación de la 
farmacogenética para una mejor selección de voluntarios. 
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3.6 Hipótesis 
 
La identificación de polimorfismos génicos característicos de nuestra población, 
en genes que intervienen en el metabolismo y transporte de fármacos mismos que 
presentarán una distribución diferente a la de otras poblaciones, permitirá una mejor 
predicción de fenotipo (tipos de metabolizadores) de los voluntarios incluidos en nuestro 
país, en  protocolos de bioequivalencia para medicamentos de alta variabilidad 
farmacocinética. 
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3.7 Objetivos 
 
3.7.1 Objetivo general 
 
Determinar las variantes génicas que en individuos del NE de México que 
participan como voluntarios en estudios de bioequivalencia, influyan en el metabolismo 
de fármacos de alta variabilidad farmacocinética. 
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3.7.2 Objetivos específicos 
 
1. Identificar estudios de bioequivalencia para fármacos de alta variabilidad 
farmacocinética  y a partir de los voluntarios participantes: 
a. Generar una base de datos con la información demográfica y clínica de 
los sujetos voluntarios. 
b. Extraer ADN genómico a partir de sangre periférica de los sujetos y 
resguardarlo en el Biobanco de la Unidad de Biotecnología Médica, del Departamento de 
Bioquímica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina, UANL. 
2. Clasificar el tipo de metabolismo (fenotipos) de cada individuo, mediante el 
análisis de los perfiles farmacocinéticos obtenidos de estudios de bioequivalencia para 
fármacos de alta variabilidad. 
3. Determinar en el ADN genómico de los voluntarios, las frecuencias alélicas y 
genotípicas de 87 polimorfismos en 36 genes con potencial impacto en el metabolismo de 
fármacos. 
4. Analizar la posible asociación entre los genotipos de cada uno de los genes 
evaluados y los fenotipos metabolizadores. 
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CAPÍTULO 4 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
4.1 Modelo experimental 
 
La atorvastatina (ATV) es un medicamento comúnmente empleado en el 
tratamiento de la hipercolesterolemia, factor predisponente para desarrollar 
ateroesclerosis. La ATV actúa inhibiendo la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A 
(HMG-CoA) reductasa, enzima esencial en la biosíntesis de colesterol, al catalizar la 
conversión de HMG-CoA a mevalonato, precursor de esteroles como el colesterol. El 
uso de la ATV disminuye el riesgo de ateroesclerosis, al reducir los niveles de 
lipoproteínas de baja densidad unidas a colesterol (C-LDL).41 Este fármaco, es 
administrado vía oral, como una sal de calcio (forma ácida) y el rango de dosis estándar 
oscila entre 10 y 80 mg/día. Una vez que la ATV es ingerida, en su metabolismo 
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participan varias enzimas. Entre las más importantes se encuentra la derivada del gen 
CYP3A4 y que se encarga de transformar la ATV a su forma lactona 
(farmacológicamente inactiva) y posteriormente en dos metabolitos farmacológicamente 
activos (2-hidroxi-atorvastatina y 4-hidroxi-atorvastatina).42,43  Después, la ATV y sus 
metabolitos secundarios, son glucuronizados por acción de las enzimas uridin 
difosfoglucuronosil transferasas (UGT1A1 y UGT1A3).44 Además de estas enzimas del 
metabolismo fase I y II, respectivamente, existen proteínas transportadoras que también 
intervienen en el metabolismo de ATV, como lo son: la glicoproteína P producto del gen 
MDR1 (ABCB1), el polipéptido-transportador de aniones orgánicos (OATP1B1 y 
OATP1B3) codificados por los genes SCLO1B1 y SCLO1B345-47 y la proteína de 
resistencia al cáncer (BCRP2), producto del gen ABCG2 (figura 3).48,49 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Vías metabólicas de las estatinas. Las estatinas ingresan a la 
circulación sanguínea a través de las células intestinales por medio de un transporte 
pasivo y activo vía la familia de los transportadores ABC y SLC. Los órganos principales 
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en el metabolismo y eliminación de las estatinas son el hígado y en menor grado el 
riñón. El metabolismo es catalizado por enzimas de las familias génicas CYP y UGT, 
siendo la principal vía de eliminación por el transportador ABC.  
La farmacocinética de ATV presenta alta variabilidad interindividual de hasta 
seis veces.50 Esta discrepancia farmacocinética revela variaciones del proceso ADME, 
que experimenta un fármaco durante su paso por el cuerpo humano.51 Factores como la 
edad, sexo, grupo étnico y la variabilidad genética intervienen en dichas diferencias 
interindividuales.13,52 Los factores genéticos, son responsables de alrededor del 15 al 
30% de la variación interindividual del metabolismo, así como también de la respuesta a 
cierta clase de fármacos. Sin embargo, en algunos medicamentos este porcentaje puede 
aumentar hasta un 95%.20 
 
4.2 Validación del método de cuantificación 
 
A partir de un estándar de ATV Cálcica (USP), se prepararon las curvas y 
controles partiendo de un stock de 1µg/mL con Metanol grado HPLC  (Fermont) y H2O 
al 50%. Para preparar los estándares, partiendo del stock se realizaron diluciones en 
plasma blanco (sin ATV) para igualar la matriz biológica en la cual se cuantifica el 
metabolito a 100, 50, 25, 10, 5, 2.5, y 0.5 ng/mL. De igual manera se prepararon los 
controles a concentraciones de 75, 35, 7.5, y 1.7 ng/mL. 
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El método fue validado usando las curvas y controles previamente preparados 
para determinar los siguientes parámetros: especificidad, linealidad, límite de detección 
y cuantificación, precisión y exactitud, estabilidad (en función del tiempo, en función de 
ciclos de congelación y descongelación), influencia de hemólisis y muestras quilosas en 
la determinación de ATV, estabilidad en el auto-muestreador, recobro y tolerancia. 
Los niveles plasmáticos de ATV cálcica fueron medidos a través de 
cromatografía de alta resolución y espectrometría de masas en tándem (HPLC/MS/MS) 
Agilent 1100 equipado con auto-muestreador, bomba binaria y triple cuadrupolo 
(MS/MS) Agilent 6410 (Agilent Technololgies, Santa Clara, CA). Se utilizó una pre-
columna C18 y una columna C18 Synergi™ 4µm Fusion-RP 80 Å LC 50 x 2 mm de 
(Phenomenex, Torrance, CA). Las muestras de plasma fueron descongeladas 
cuidadosamente (100 µL) y después las proteínas fueron precipitadas agregando 
acetonitrilo (400 µL). Luego se agitaron en vórtex por 4 min a 70 rpm. Posteriormente 
fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 10 min a 10 °C, 300 µL del sobrenadante 
fueron colocados en un vial y llevados al sistema cromatográfico para su análisis. Las 
muestras inyectadas fueron eluídas con la fase móvil consistente de: A) agua con 0.1% 
de ácido fórmico, B) acetonitrilo (30:70). La temperatura de la columna fue de 40 °C y 
un flujo de 0.4 mL/min, la temperatura del auto-muestreador fue de 20 °C. El volumen 
de inyección fue de 5 µL, y la detección fue llevada a cabo  usando un detector MS/MS 
ESI ión precursor (+) 559.3 m/z y ión producto (+) 440.3 m/z. 
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4.3 Sujetos de estudio 
 
Fueron reclutados 498 voluntarios sanos del noreste de México y 60 fueron 
seleccionados para este estudio piloto. Los criterios de inclusión fueron: hombres de 18 
a 45 años, peso ≥ 50 Kg, disposición para completar el estudio, seronegatividad para 
VIH, VHC y VHB, índice de masa corporal (IMC) de 20 a 26 Kg/m2, valores normales 
en los resultados de laboratorio (biometría hemática, química sanguínea, pruebas 
funcionales hepáticas y examen general de orina). Fueron excluidos del estudio aquellos 
que presentaran condiciones médicas inadecuadas, anormalidades en los resultados de 
laboratorio, así como también los que fueran discordantes con la Norma Oficial 
Mexicana NOM-177-SSA1-1998. El Comité de investigación de Ipharma S. A. de C. V., 
aprobaron el protocolo (Atorvastatina/A95-10Bis). Se obtuvo la firma del 
Consentimiento Informado de todos los voluntarios incluidos en el presente estudio. 
 
4.4 Obtención de los perfiles farmacocinéticos 
 
Después de un ayuno de 10 h en la clínica (Ipharma S. A. de C. V.), a cada sujeto 
se les administró una sola dosis de 80 mg de ATV cálcica [R-(R*, R*)]-2-(4-
fluorofenil)-β, δ-dihidroxi-5-(1-metiletil)-3-fenil-4-[(fenilamino) carbonil]-1H-pirrol-1-
ácido hepatónico, sal de calcio  (2:1) trihidratado adquirido de Pfizer Pharmaceuticals 
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LLC (Caguas, PR). Se obtuvieron 4 mL de sangre venosa antes de la administración de 
ATV (tiempo 0.0) y después de administrado el medicamento a cada voluntario se les 
tomaron 17 muestras de sangre a los siguientes tiempos: 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0, 
2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 12.0, 24.0, 36.0 y 48.0 h a cada uno de los sujetos de 
estudio. Las muestras fueron colectadas en K2 EDTA Vacutainers de BD Diagnostics 
(Franklin Lakes, NJ). El plasma fue separado por centrifugación (15 min a 2,800 rpm a 
4°C) y resguardado en crioviales a -80°C hasta su posterior análisis, usando el método 
validado por Ipharma S. A. de C. V.42,53,54 Durante la corrida de las muestras, se evaluó 
la linealidad interdía realizando curvas de calibración  de 0.5 a 100 ng/mL (0.5, 2.5, 5.0, 
10.0, 25.0, 50.0 y 100), así mismo se evaluó el control de calidad intradía utilizando 
controles de (1.7, 7.5, 50.0 y 75.0 ng/mL) cada 8 muestras. 
 
4.5 Análisis de los perfiles farmacocinéticos 
 
El software PK/PD de modelado no lineal WinNonlin 5.3 (Pharsight Corp., 
Mountain View, CA) fue utilizado para el análisis farmacocinético. La concentración 
máxima en plasma (Cmax) y el tiempo establecido para alcanzar Cmax (Tmax), fueron 
calculados de los datos concentración-tiempo observados en los niveles plasmáticos. Los 
parámetros farmacocinéticos se estimaron a partir de un método no compartimental 
después de la administración oral de una sola dosis de ATV y fueron los siguientes: el 
área bajo la curva de la concentración plasmática desde el tiempo 0 al tiempo de la 
última determinación (AUC0-t) calculado usando la regla trapezoidal lineal-logarítmica: 
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el área bajo la curva de 0 a infinito (AUC0-∞), aclaramiento sobre la fracción de la dosis 
absorbida (Cl/F), volumen de distribución sobre la fracción de la dosis absorbida (Vd/F), 
constante de eliminación en la fase terminal (Ke) y vida media en la fase terminal del 
fármaco (T1/2). 
 
4.6 Clasificación metabólica 
 
Para la clasificar el metabolismo, se realizó un análisis de clusters a partir del 
criterio de la distancia de Manhatan y el método jerárquico de Ward, usando el software 
Minitab 16 demo (Minitab Inc., StateCollege, PA),  en base a la combinación de los 
parámetros AUC0-t y Cmax. 
 
4.7 Obtención del ADN 
 
Del paquete celular remanente, se extrajo ADN genómico a través del método 
lisis alcalina para células eucariotas,55 se evaluó su integridad por medio de 
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente fue cuantificado usando el 
NanoDrop 2000C (Thermo Scientific). La calidad fue evaluada por amplificación por 
medio de PCR en tiempo real para el gen de referencia del colágeno tipo 7 (COL 7A) 
usando sondas TaqMan y oligos específicos (Applied Biosystems, Foster City, 
California). En el caso de los 60 voluntarios del protocolo de ATV se evaluó la calidad 
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por medio de PCR de punto final, amplificando un fragmento de 1500 pb del gen de 
referencia de la hormona de crecimiento (GH). A partir del DNA extraído se 
determinaron los polimorfismos en los genes relacionados con el metabolismo de 
fármacos, por medio del PHARMAchip de Progénika Biopharma S. A. (Derio, Bilbao, 
España). 
 
4.7.1 Genotipificación de polimorfismos 
 
Después de la obtención del ADN genómico de cada uno de los voluntarios, las 
muestras fueron amplificadas por medio de la reacción en cadena de la polimerasa, en 
siete reacciones múltiplex, siguiendo el protocolo validado por el fabricante.40 El 
tamizaje de polimorfismos se realizó, usando el microarreglo PHARMAchip (Progénika, 
Derio, Bilbao, España). Este dispositivo permitió el rastreo simultáneo con sondas 
oligonucleotídicas de 85 polimorfismos génicos en 34 genes que intervienen en el 
metabolismo y respuesta a fármacos, con una sensibilidad y especificidad de más del 
99.9%. Se evaluaron genes de la familia de los Citocromos P450, así como también 
genes involucrados en el metabolismo de fase II, transportadores y receptores (cuadro 
1). Los productos amplificados, fueron fraccionados con enzimas de restricción, seguido 
de su marcaje fluorescente e hibridización al microarreglo, en la plataforma 
automatizada TECAN HS4800PRO (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ). Por 
último, el microarreglo fue revelado empleando el escáner Innoscan 710 (Innopsys S. 
A., Carbonne, FR). Las variantes polimórficas fueron determinadas mediante el software 
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PHARMAchip V.3.2.9.22 Los marcadores Rs2231142 (C__15854163_70) y Rs4149056 
(C__30633906_10) en los genes ABCG2 y SLCO1B1, respectivamente, fueron 
analizados usando el método validado para ensayos de genotipificación (Applied 
Biosystems, Foster City, California) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
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Cuadro 1. Lista de genes y polimorfismos que analiza el PHARMAchip. 
CYP-Fase I Fase II Transportadores Receptores Otros 
Gen Polimorfismos Gen Polimorfismos Gen SNP Gen SNPs Gen Polimorfismos 
CYP1A1 Ile462Val GSTM1 Presente/Nulo MDR1 C3435T ADRB1 Arg389Gly ADD1 Gly460Trp 
CYP1A2 *1,*1C,*1F, *7, *11 GSTM3 *A, *B 
  
ADRB2 Arg16Gly AGT Met235Thr 
 
 
 
   
 
Gln27Glu 
 
 
CYP2B6 G516T GSTP1 *Ile, *Val 
  
AGTR1 A1166C CHE Asp70Gly 
 
 
 
   
 
 
 
Ala539Thr 
CYP2C19 *1, *2, *3, *4, *5, *7, *8, *9, 
*10 GSTT1 Presente/Nulo   BDKRB2 C-58T COMT Val108Met 
CYP2C8 *1, *2, *3, *4 NAT2 
*4, *5B, *5C, 
*6A, 7B, *12A, 
*12B, *13, 
*14A , *14B, 
  
DRD3 Ser9Gly DPYD IVS14+1G>A 
CYP2C9 *1, *2, *3, *4, *5, *6 TPMT *1, *2, *3A, 
*3B, *3C, *3D   GRIN2B C2664T ERCC2 Lys751Gln 
CYP2D6 
*1, *2, *3, *4, *5, *6, *7, *8, 
*9, *10, *11, *14A, *14B, *15, 
*17, *19, *20, *25, *26, *29, 
*30, *31, *35, *40, *41, *1XN, 
*2XN, *4XN, *10XN, *17XN, 
*35XN, *41XN, Duplicación y 
Deleción  
    
HTR2A His452Tyr, T102C IL10 G-1082ª 
CYP3A4 *1, *1B 
      
MTHFR C677T 
CYP3A5 *1, *3, *6, *8, *9, *10 
      
TNFα G-308ª 
        
TYMS Deleción 3’-UTR 6pb 
        
VKORC1 G-1639ª 
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4.8 Análisis estadístico para determinar posibles asociaciones entre fenotipos 
y genotipos 
 
La asociación entre los tres fenotipos metabolizadores y los tres posibles 
genotipos para cada gen fue calculada usando la prueba exacta de Fisher. Para evaluar la 
posible asociación de los valores promedio de los parámetros farmacocinéticos [Cmax 
(ng/mL), AUC0-t (ng/mL*h), AUC0-∞ (ng/mL*h) y Cl/F (L*h)] con cada genotipo, se 
utilizó la prueba de Kruskal-Wallis. El paquete estadístico SPSS V. 20 (IBM 
Corp.,Armonk, NY) fue usado para determinar la asociación. Un valor de p menor a 
0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. 
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CAPÍTULO 5 
 
 
RESULTADOS 
 
 
5.1 Identificación de protocolos de fármacos de alta variabilidad 
farmacocinética 
 
De los protocolos de bioequivalencia realizados en Ipharma S. A. de C. V., se 
obtuvieron 498 muestras de ADN correspondientes a 13 estudios de bioequivalencia y 
fue calculado el coeficiente de variación (%CV) interindividuo para cada uno de los 
estudios. En el cuadro 2 se resumen los resultados obtenidos. 
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Cuadro 2. Identificación de los protocolos de fármacos de alta variabilidad 
farmacocinética. 
Fármaco % CV N 
Atorvastatina 39 60 
Simvastatina 18 20 
Carbamazepina 11 28 
ATV/L-Carnitina 44 40 
Tramadol 19 28 
ATV/Ácido Fenofíbrico 43/27 32 
Ketoprofeno 19 34 
Lamivudina/Zidovudina 23/17 53 
Ibuprofeno 12 28 
Telmisartán 35 52 
Valsartán 58 48 
Clortalidona/Atenolol 25/28 24 
Telmisartán 33 51 
% de CV calculado 
 
N total = 498 
 
En el cuadro 2 se puede observar los fármacos analizados en cada estudio y el % 
de CV interindividuo, el cual para medicamentos de alta variabilidad farmacocinética 
este tiene que ser mayor al 30%, también se observa la N por cada estudio. Cabe 
mencionar que los fármacos que más alta variabilidad farmacocinética presentaron son 
los anti-hipertensivos como el Telmisartán (35 y 33 % de CV), Valsartán (58 % de CV), 
así como también las estatinas utilizadas en el tratamiento de las dislipidemias tales 
como Atorvastatina (39, 44 y 43 % de CV). Esto es evidente en la cantidad de sujetos 
reclutados para el estudio de estos fármacos, que resultaron los de mayor N. 
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A partir de los voluntarios participantes se obtuvieron muestras de ADN de cada 
uno de ellos, a las cuales se les evaluó la calidad mediante su cuantificación y 
amplificación del gen de referencia COL7A para la búsqueda de la mutación INSG2470, 
mediante un ensayo de discriminación alélica. En el cuadro 3 se muestran los valores 
promedio de las 498 muestras cuantificadas. 
 
Cuadro 3. Parámetros de calidad del ADN extraído. 
N = 498
 
[ng/µL]
 
ADN Total
 
260/280
 
260/230
 
R/mL
 
(3mL de sangre)
 
750.00
 
125.84 µg
 
1.92
 
2.630
 
41.62 µg
 
DE
 
155.95
 
23.4
 
0.090
 
0.173
 
9.2
 
 
El valor promedio de la relación 260/280 fue de 1.92, valor cercano a 2, lo que 
indica una buena calidad en las muestras con respecto a la cantidad de proteínas o 
contaminación con solventes orgánicos. Así mismo, la relación 260/230 se encuentraba 
entre 2 y 3 lo que indicó una buena calidad con respecto a la presencia de ARN en la 
muestra. 
Para evaluar la calidad, se amplificó el gen de referencia COL 7A mediante PCR 
en tiempo real buscando la mutación INSG2470 en un ensayo de discriminación alélica. 
Los resultados se pueden observar en la figura 4. 
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Figura 4. Plot de discriminación alélica para la mutación INSG2470 en el gen de 
COL 7A. 
Imagen de un plot de discriminación alélica donde se puede observar la señal 
proporcionada por marcadores fluorescentes, indicando que las muestras fueron 
amplificables usando un total de 20 ng/µL de ADN. 
 
A partir de ahora se mostrarán los resultados obtenidos para nuestro 
modelo experimental Atorvastatina (ATV). 
 
En el protocolo para ATV fueron incluidos 60 voluntarios sanos, los datos 
demográficos promedio son mostrados en el cuadro 4.  
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Cuadro 4. Datos demográficos de los voluntarios del  protocolo de ATV. 
DATOS DEMOGRÁFICOS DE LOS VOLUNTARIOS 
 
N IMC (Kg/m2) 
S. C. 
(m2) Edad Peso Estatura Sexo 
Promedio 60 23.43 1.84 24.01 70.58 1.73 M 
DE 
 
1.64 0.131 4.35 8.24 0.065 
 
 
Los valores promedio para índice de masa corporal (IMC), superficie corporal 
(SC), edad, peso, estatura y el sexo de los sujetos de estudio son similares entre los 
sujetos esto lo podemos asumir observando los valores de la desviación estándar (DE). 
De los voluntarios incluidos en este estudio piloto el 83% son originarios del 
estado de Nuevo León y la mayoría de ellos de ocupación estudiante (73%) como se 
muestra en la figura 5. 
 
 
 
 
Figura 5. Origen y ocupación de los voluntarios del protocolo de ATV. 
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De cada uno de los participantes se obtuvieron muestras de sangre de las cuales 
se les extrajo el ADN. Este fue cuantificado y los resultados se muestran en el cuadro 5. 
El ADN fue evaluado en su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% 
(figura 6) y su calidad amplificando el gen de referencia de la hormona del crecimiento 
(GH), figura 7. 
 
Cuadro 5. Valores promedio de los parámetros de calidad del ADN. 
N = 60
 
[ng/µL]
 
ADN Total
 
260/280
 
260/230
 
R/mL
 
(3mL de sangre)
 
852.00
 
144.84 µg
 
1.99
 
2.68
 
48.28 µg
 
DE
 
105.95
 
18.7
 
0.082
 
0.1625
 
8.3
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Evaluación de la integridad del ADN. En la imagen de la evaluación 
de la integridad del ADN genómico de los voluntarios, se puede observar que la mayoría 
de las muestras obtenidas presentan la misma concentración y no presentan degradación 
importante. 
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Figura 7. Amplificación de las muestras de ATV para el gen de referencia GH. 
En la figura se puede observar la amplificación de un fragmento de 1500 pb en todas las 
muestras evaluadas. 
Las 60 muestras del protocolo de ATV cumplieron con los parámetros de calidad 
antes mencionados y por lo tanto fueron congeladas a –20°C hasta su análisis. 
 
5.2 Validación del método de cuantificación 
 
El método de cuantificación fue validado en Ipharma S. A. de C. V. En la 
especificidad se evaluaron diferentes sustancias de uso común, como las que se muestran 
en el cuadro 6, ninguno de las metabolitos analizados, así como muestras hemolizadas 
(PH) y muestras quilosas (PQ) presentan señal en el tiempo de retención de ATV y por 
lo tanto el método fue específico. 
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Cuadro 6. Especificidad del método de cuantificación. 
Muestras Interferencia 
Ac. Acetilsalicílico Negativa 
Ac. Salicílico Negativa 
Cafeína Negativa 
Diclofenaco Negativa 
Ketoprofeno Negativa 
Ibuprofeno Negativa 
Ketorolaco Negativa 
Naproxeno Negativa 
Acetaminofen Negativa 
Teobromina Negativa 
PH Negativa 
PQ Negativa 
 
En la linealidad se evaluaron 5 curvas a 7 concentraciones diferentes donde él % 
de CV para el nivel más bajo debe ser < al 20 %, siendo para el resto de los niveles < al 
15% y una correlación promedio > 0.99, por lo tanto nuestro método es lineal. Los 
resultados son mostrados en el cuadro 7. 
 
Cuadro 7. Linealidad del método de cuantificación. 
[Estándares] 0.5 ng/mL 
2.5 
ng/mL 
5.0 
ng/mL 
10 
ng/mL 
25 
ng/mL 
50 
ng/mL 
100 
ng/mL 
% CV 2.800 1.512 3.201 2.764 1.131 1.260 0.625 
Correlación 
promedio 0.99984 
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El límite de cuantificación se establece con la concentración más baja de la curva 
de calibración y debe presentar un % de CV < al 20 % y la relación señal/ruido del 
límite de detección debe ser mayor a 2. Los resultados obtenidos se muestran en el 
cuadro 8, donde podemos observar que él método de cuantificación es confiable hasta 
una concentración de 0.50 ng/mL. No obstante, el método permite detectar aún 
concentraciones más bajas (0.25ng/mL), este resultado nos permite establecer hasta 
donde es sensible nuestro método de cuantificación. 
 
Cuadro 8. Límite de cuantificación y límite de detección. 
Límite de cuantificación Límite de detección 
0.50 ng/mL
 
0.25 ng/mL
 
2.8 % CV
 
Señal/Ruido > 2
 
 
Para saber cuánto tiempo es estable la sustancia en la matriz biológica (plasma 
blanco), se evaluó la estabilidad a diferentes tiempos y a ciclos de congelación-
descongelación. 
La sustancia fue estable en la matriz biológica a 38 días, 11 horas en el auto-
muestreador  y después de 3 ciclos de congelación descongelación. Los resultados se 
muestran en el cuadro 9. 
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Cuadro 9. Estabilidad de la sustancia. 
Tiempo 38 Días
 
11 Hrs
 
3 CC/D
 
Resultado Estable
 
Estable
 
Estable
 
 
Los resultados de la precisión, exactitud, recobro, PH y PQ se resumen en el 
cuadro 10, los valores del % de CV deben son menores al 15% y por lo tanto el método 
fue preciso en inter-análisis e intra-análisis. El % de error es menor al ± 15% y por lo 
tanto el método es exacto. Lo hemolizado y lo quiloso no afectan la determinación de 
ATV en plasma (< 15% de CV). El porcentaje de recuperación se encuentra entre un 80 
y 100% y por lo tanto se cumple con la norma. 
 
Cuadro 10. Precisión, exactitud, recobro, determinación en PH y PQ. 
 
Precisión 
intra-análisis 
Precisión 
inter-análisis 
ATV en 
PH 
ATV en 
PQ Exactitud 
% de 
recuperación 
[Controles] % CV % CV % CV % CV % de error % 
1.7 ng/mL 5.085 5.449 1.556 3.844 -1.426 87.204 
7.5 ng/mL 3.293 5.316 1.036 1.416 -2.885 85.954 
35 ng/mL 3.162 4.023 0.544 0.59 -3.284 88.000 
75 ng/mL 1.747 2.513 0.166 1.63 -5.442 88.277 
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5.3 Análisis de los perfiles farmacocinéticos 
Después del análisis de los perfiles farmacocinéticos, se obtuvieron los valores 
de los siguientes parámetros: AUC0-t, AUC0-∞, Cl/F, Vd/F, Ke y T1/2, para cada uno de 
los 60 voluntarios participantes, los valores promedio para cada uno de los parámetros 
farmacocinéticos se resumen en el cuadro 11. 
 
Cuadro 11. Datos farmacocinéticos promedio de ATV en  los voluntarios. 
 
DATOS FARMACOCINÉTICOS DE ATORVASTATINA 
ABC0-t (ng/mL*h) 
ABC0-∞ (ng/mL*h) 
Cmáx  
(ng/mL) 
Cl/F 
(L*h) Vd/F (L) Ke T1/2 (h) Tmáx (h) 
Promedio 161.171 175.126 46.974 565.3223 8443.4336 0.078 11.161 1.529 
DE 86.775 87.244 23.34 265.572 4931.734 0.034 6.579 0.955 
 
Se puede observar como las desviaciones estándar de los parámetros 
farmacocinéticos ABC0-t, AUC0-∞, Cl/F, Vd/F, Ke, T1/2 y Tmax fueron muy grandes, de 
alrededor del 50% de los valores obtenidos, esto nos indica que existe una alta 
variabilidad interindividual en el metabolismo de ATV. 
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5.3.1 Fenotipos metabólicos 
 
La clasificación metabólica permitió la identificación de tres diferentes fenotipos 
para el metabolismo de ATV, (figura 8). 
El dendrograma es la representación gráfica del análisis de clusters (Figura 8), ha 
sido utilizado en otros estudios para agrupar similaridades de concentraciones 
plasmáticas.56 En nuestro análisis observamos la formación de tres clusters diferentes: 
un cluster correspondiente a los metabolizadores rápidos (28.33%), otro a los 
metabolizadores normales (41.66%) y un tercero a los metabolizadores lentos (30%), 
con un valor promedio de AUC0-t = 84.10 ng/mL*h, 159.32 ng/mL*h y 235.68 
ng/mL*h, respectivamente y una Cmax promedio de 24.10 ng/mL para el primer cluster, 
40.97 ng/mL para el segundo cluster y 76.91 ng/mL para el tercer cluster (95% de 
intervalo de confianza). Los valores promedio obtenidos para los parámetros utilizados 
en la clasificación, son mayores en el grupo de metabolizadores lentos comparados con 
los alcanzados por los metabolizadores normales y metabolizadores rápidos. Las medias 
obtenidas por los metabolizadores normales fueron menores que las de los 
metabolizadores lentos y mayores que las de los metabolizadores rápidos, siendo estos 
últimos quienes mostraron valores más bajos para las medias del AUC0-t y Cmax, 
resultados esperados ya que estos dos parámetros farmacocinéticos se utilizaron para 
establecer la clasificación fenotípica, el resumen de los resultados se muestra en el 
cuadro 12. 
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Figura 8. La clasificación de fenotipos en el grupo piloto. Se muestra el 
dendrograma con enlace de Ward y distancia de Manhattan. Se acoplan los grupos en 
base a las similaridades de concentraciones plasmáticas. El color rojo indica un 
metabolismo rápido, el verde un metabolismo normal y el azul un metabolismo lento. 
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Cuadro 12. Valores promedio de los parámetros farmacocinéticos por fenotipo. 
Fenotipo Cmax (ng/mL) AUC0-t (ng/mL*h) 
Lento 76.91 (69.64 - 84.18) 235.68 (188.61-282.76) 
Normal 40.97 (38.47 - 43.47) 159.32 (140.18-178.46) 
Rápido 24.1 (20.23-27.98) 84.1 (72.05-97.94) 
       Datos mostrados como medias (intervalo de confianza del 95%). 
 
Para hacer más gráficas estas diferencias, en la figura 9  se muestran las 
diferentes curvas farmacocinéticas obtenidas para cada uno de los fenotipos. Se puede 
observar que los metabolizadores rápidos presentan una curva pequeña, siendo que los 
metabolizadores normales presentan un área mayor. Los metabolizadores lentos son los 
que presentan curva farmacocinética más grande. Comparando los valores obtenidos de 
los parámetros farmacocinéticos Cmax y AUC0-t entre un metabolizador rápido y un 
metabolizador lento. Esta diferencia es de alrededor de 10 veces. 
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Figura 9. Diferencias de las curvas farmacocinéticas y los parámetros 
farmacocinéticos entre fenotipos metabolizadores. La curva más pequeña en color rojo 
corresponde a un metabolizador rápido, la curva intermedia en color verde corresponde a 
un metabolizador normal y la curva más grande en color azul corresponde a un 
metabolizador lento. El metabolizador lento (izquierda) metaboliza 10 veces menos la 
ATV, comparado con un metabolizador rápido (derecha). 
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5.4 Frecuencias alélicas y genotípicas 
Cuadro 13. Frecuencias alélicas y genotípicas de los genes involucrados en el metabolismo de fármacos. 
Número Gen Marcador Frecuencia alélica Frecuencia genotípica 
X2   
EHW 
EHW 
valor de P 
1 CYP1A1 Ile462Val Ile = 0.67 Val = 0.33 Ile/Ile = 0.47 Ile/Val = 0.40 Val/Val = 0.13 0.6 0.439 
2 CYP1A2 *1, *1F *1 = 0.23 *1F = 0.77 *1/*1 = 0.08 *1/*1F = 0.30 *1F/*1F = 0.62 1.564 0.211 
3 CYP2B6 G516T G =0.78 T = 0.22 G/G = 0.60 G/T = 0.37 T/T = 0.03 0.386 0.534 
4 CYP2C19 *1, *2 *1 = 0.84 *2 = 0.16 *1/*1 = 0.693 *1/*2 = 0.29 *2/*2 = .017 0.284 0.594 
5 CYP2C8 *1, *3 *1 = 0.91 *3 = 0.09 *1/*1 = 0.82 *1/*3 = 0.18 *3/*3 = 0.0 0.538 0.463 
6 CYP2C9 *1, *3 *1 = 0.95 *3 = 0.05 *1/*1 = 0.9 *1/*3 = 0.1 *3/*3 = 0 0.169 0.681 
7 CYP2D6 *1, *2, *4 *1 = 0.70 
*2 = 0.22 
*1/*1 = 0.48 
*1/*2 = 0.37 *2/*2 = 0 
3.403 0.333 
*4 = 0.08 *1/*4 = 0.074 *2/*4 = .074 
8 CYP3A4 *1, *B *1 = 0.94 *1B = 0.06 *1/*1 = 0.88 *1/*1B = 0.12 *1B/*1B = 0 0.23 0.631 
9 CYP3A5 *1, *3 *1 = 0.19 *3 = .081 *1/*1 = 0.03 *1/*3 = 0.31 *3/*3 = 0.66 0.005 0.941 
10 GSTM1 P/A P = 0.63 A = 0.37 
     
11 GSTM3 *A, *B *A = 0.96 *B = 0.04 *A/*A = 0.92 *A/*B = 0.08 *B/*B = 0 0.113 0.736 
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12 GSTP1 Ile105Val Ile = 0.48 Val = 0.52 Ile/Ile =  0.22 Ile/Val = 0.53 Val/Val = 0.25 0.276 0.599 
13 GSTT1 P/A P = 0.17 A = 0.83 
     
14 NAT2 
*4,*5B, *5A, 
*5C, *5D 
*6A, *7B, 
*4 = 0.29 
*5A = 0.05 
*4/*4 = 0.08 
*4/*5B = 0.23 *5A/*5C = 0.1 ¥ 
*5B = 0.29 *4/*5D = 0.06 ǂ ¥ 
*5C = 0.08 *5B/*5B = 0.08 ǂ ¥ 
*6A = 0.07 *5B/*7B = 0.08 ǂ ¥ 
*7B = 0.06 *6B/*6A = 0.08 ǂ ¥ 
15 TPMT *1, *3 *1 = 0.99 *3 = 0.01 *1/*1 = 0.98 *1/*3 = 0.02 *3/*3 = 0 0.005 0.94 
16 MDR1 C3435T C = 0.48 T = 0.52 C/C = 0.22 C/T = 0.53 T/T = 0.25 0.276 0.599 
17 ADRB1 Arg389Gly Arg = 0.82 Gly = 0.18 Arg/Arg =  0.70 Arg/Gly = 0.25 Gly/Gly = 0.05 1.08 0.298 
18 ADRB2 Arg16Gly Arg = 0.31 Gly = 0.69 Arg/Arg = 0.12 Arg/Gly = 0.38 Gly/Gly = 0.5 0.615 0.432 
19 AGTR1 A1166C A = 0.72 C = 0.28 A/A = 0.54 A/C = 0.35 C/C = 0.11 0.979 0.322 
20 BDKRB2 C58T C = 0.62 T = 0.38 C/C = 0.38 C/T = 0.48 T/T = 0.14 0.036 0.847 
21 DRD3 Ser9Gly Gly = 0.50 Ser = 0.50 Gly/Gly = 0.28 Gly/Ser = 0.44 Ser/Ser = 0.28 1.066 0.301 
22 GRIN2B C2664T C = 0.65 T = 0.35 C/C = 0.44 C/T = 0.42 T/T = 0.14 0.253 0.614 
23 HTR2A 
His452Tyr His = 0.89 Tyr = 0.11 His/His = 0.78 His/Tyr = 0.22 Tyr/Tyr = 0 0.886 0.347 
C102T C = 0.61 T = 0.39 C/C = 0.38 C/T = 0.45 T/T = 0.17 0.186 0.666 
24 ADD1 Gly460Trp Gly = 0.83 Trp = 0.17 Gly/Gly = 0.67 Gly/Trp = 0.28 Trp/Trp = 0.05 0.439 0.507 
25 AGT Met235Thr Met = 0.30 Thr = 0.70 Met/Met = 0.06 Met/Thr = 0.47 Thr/Thr = 0.47 0.74 0.389 
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26 BCHE 
Asp70Gly 
Ala539Thr 
Asp = 0.99 Gly = 0.01 Asp/Asp = 0.98 Asp/Gly = 0.02 Gly/Gly = 0 0.004 0.948 
Ala = 0.875 Thr = 0.125 Ala/Ala = 0.75 Ala/Thr = 0.25 Thr/Thr = 0 1.224 0.268 
27 COMT Val108Met Val = 0.61 Met = 0.39 Val/Val = 0.37 Val/Met = 0.48 Met/Met = 0.15 0.012 0.911 
28 DPYD IVS14+1G>A G = 1.0 A = 0.0 G/G = 1.0 G/A = 0.0 A/A = 0.0 4 E-5 0.994 
29 ERCC2 Lys751Gln Lys = 0.75 Gln = 0.25 Lys/Lys = 0.57 Lys/Gln = 0.37 Gln/Gln = 0.06 0.029 0.863 
30 IL10 G1082A G = 0.31 A = 0.69 G/G = 0.15 G/A = 0.32 A/A = 0.53 3.98 0.046 
31 MTHFR C677T C = 0.54 T = 0.46 C/C = 0.23 C/T = 0.62 T/T = 0.15 3.512 0.06 
32 TNF G308A G = 0.92 A = 0.08 G/G = 0.84 G/A = 0.16 A/A = 0.0 0.402 0.525 
33 TYMS 
Del/Ins 3´-
UTR 6pb 
Del = 0.40 Ins = 0.60 Del/Del = 0.13 Del/Ins = 0.53 Ins/Ins = 0.34 0.74 0.389 
34 VKORC1 G1639A G = 0.53 A = 0.47 G/G = 0.28 G/A = 0.50 A/A = 0.22 0.001 0.972 
35 ABCG2 Rs2231142 G = 0.83 T = 0.17 G/G = 0.68 G/T = 0.30 T/T = 0.02 0.384 0.535 
36 SLCO1B1 Rs4149056 C = 0.10 T = 0.90 C/C = 0.02 C/T = 0.16 T/T = 0.82 0.329 0.566 
                            P = marcador presente, A = marcador ausente, ǂ = genotipos con frecuencia < 0.01, ¥ = no calculado. 
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Se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotípicas de marcadores en genes con 
posible impacto en el metabolismo de ATV, correspondientes a los 60 voluntarios que 
participaron en este estudio piloto. De los 33 genes a los cuales se les calculó el 
equilibrio de HW, todos se encontraron en equilibrio (p ≤ 0.05) (cuadro 13). 
 
5.5 Análisis estadístico para determinar posibles asociaciones entre fenotipos y 
genotipos 
 
De todos los genes analizados, sólo el gen MDR1 mostró asociación entre los 
fenotipos y los genotipos (p = 0.040). Los resultados del análisis de asociación para los 
genes más importantes en el metabolismo de ATV se muestran en los cuadros 14, 15 y 
16. 
Cuadro 14. Análisis de asociación del gen CYP3A4. 
CYP3A4 Fenotipo Metabolizador Lento Normal Rápido 
*1/*1 16 22 53 
*1/*1B 2 3 7 
*1B/*1B 0 0 0 
p = 1.0 
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Cuadro 15. Análisis de asociación del gen CYP3A5. 
CYP3A5 Fenotipo Metabolizador Lento Normal Rápido 
*1/*1 0 1 1 
*1/*3 3 8 7 
*3/*3 13 16 9 
p = 0.250 
 
Cuadro 16. Análisis de asociación del gen MDR1. 
MDR1 
C3435T 
Fenotipo Metabolizador 
Lento Normal Rápido 
C/C 0 7 6 
C/T 13 13 6 
T/T 5 5 5 
p = 0.040 
 Dado que sólo en el gen MDR1 se encontró asociación entre fenotipos y 
genotipos, se calculó la asociación de los valores promedio de los parámetros 
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farmacocinéticos [Cmax (ng/mL), AUC0-t (ng/mL*h), AUC0-∞ (ng/mL*h) y Cl/F (L*h)] 
con cada genotipo. Los resultados se resumen en el cuadro 17. 
 
Cuadro 17. Asociación entre los valores farmacocinéticos promedio y genotipos 
del polimorfismo C3435T del gen MDR1. 
Genotipo n Cmax (ng/mL) 
AUC0-t 
(ng/mL*h) 
AUC0-∞ 
(ng/mL*h) Cl/F (L*h) 
C/C 13 33.76 (27.89 - 39.63) 
129.03 (98.65 - 
159.41) 
144.08 (111.52 - 
176.64) 
652.70 (506.53 - 
798.80) 
C/T 32 46.6 (38.97 - 54.22) 
161.41 (131.50 - 
191.32) 
175.62 (145.55 - 
205.69) 
557.40 (470.58 - 
644.22) 
T/T 15 50.4 (39.33 - 61.57) 
172.57 (130.10 - 
215.04) 
186.19 (143.23 - 
229.15) 
506.63 (406.54 - 
606.72) 
Valor de P   0.099 0.429 0.48 0.48 
 
Los valores promedios de Cmax, AUC0-t, AUC0-∞ y Cl/F fueron calculados para 
cada uno de los tres genotipos (cuadro 17). Se observó un aumento de las cantidades 
obtenidas en relación con la presencia del alelo T. Sin embargo, en la prueba de Kruskal 
Wallis, con respecto a los valores promedio de los parámetros farmacocinéticos, estas 
diferencias no fueron estadísticamente significativas, (valores de p = 0.099, 0.429, 0.48, 
y 0.48, respectivamente). 
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CAPÍTULO 6 
 
 
DISCUSIÓN 
 
 
Los hallazgos encontrados en este estudio piloto donde el metabolismo de sujetos 
sanos fue clasificado, describe tres tipos de metabolismo para ATV correspondientes a 
los fenotipos metabolizadores: lento, normal y rápido (figura 8). Este resultado es más 
claro cuando se comparan las medias de los valores obtenidos de Cmax y AUC0-t de cada 
fenotipo (cuadro 12). Es evidente que en el grupo de metabolizadores lentos, el fármaco 
tarda más tiempo en ser eliminado del organismo y los valores de Cmax y AUC0-t son 
mayores que los de los metabolizadores normales y rápidos. El número y tipo de 
fenotipos que nosotros obtuvimos en nuestra población,  concuerdan con los reportados 
por Gonzalez et al,57 en individuos del oeste de México. No obstante, la evaluación del 
comportamiento de un fármaco recae en dos áreas principalmente: la farmacocinética y 
la farmacodinamia. La primera, se enfoca principalmente en evaluar el proceso ADME 
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de un medicamento y por lo tanto, la variación en genes responsables de este proceso 
pueden explicar los diferentes fenotipos.8 Por esta razón, fue importante determinar las 
frecuencias alélicas y genotípicas de 87 polimorfismos en 36 genes relacionados con el 
metabolismo de fármacos.  
Una vez obtenidas las frecuencias alélicas y genotípicas el equilibrio de HW fue 
calculado para 33 genes. Todos los marcadores analizados se encontraron en EHW (p ≤ 
0.05) (cuadro 13). El motivo de la exclusión de los genes GSTM1 y GSTT1 de este 
análisis, fue debido a que sólo fue detectada la presencia o ausencia de los 
polimorfismos evaluados en estos genes en la muestra. Para el caso de NAT2, este gen es 
muy polimórfico en nuestra población y por lo tanto el número de sujetos por variante 
no permitió realizar el cálculo (cuadro 13). 
Debido a que la ATV es metabolizada principalmente por el producto del gen 
CYP3A4,58,59 la variación genética en éste puede explicar los tipos de metabolismo 
observados para ATV en este estudio. Encontramos que la frecuencia del alelo *1B del 
gen CYP3A4 es baja (0.06) en la población de estudio y está dada únicamente por los 
genotipos heterocigotos (*1/*1B), siendo que el genotipo (*1B/*1B) estuvo ausente 
(cuadro 14). Las frecuencias alélicas encontradas para el marcador CYP3A4*1B 
concuerdan con las reportadas en población mexicana (0.08),60 en población chilena, 
(0.11),52 en población brasileña (0.13)61 y en población europea (0.04), pero difieren de 
las reportadas en población africana (0.82) y afroamericana (0.67).62  
Así mismo, el gen CYP3A5 ha sido relacionado con la respuesta al tratamiento 
con estatinas,63 por lo tanto buscamos si la variación en este gen influye en la 
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variabilidad farmacocinética encontrada. Nuestros resultados revelan que las frecuencias 
para el alelo silvestre de *1 del gen CYP3A5 es baja (0.19), siendo el alelo variante *3 el 
más abundante (0.81). En este caso se observaron los tres genotipos dados por la 
combinación de estos marcadores, siendo el más frecuente el genotipo variante *3/*3 
(0.66), seguido del heterocigoto *1/*3 (0.31) y *1/*1 (0.03) (cuadro 15). Además de 
estos marcadores, se encontraron la presencia del alelo *6 del gen CYP3A5 en dos 
sujetos de manera heterocigota con el alelo *3. Las frecuencias aquí presentadas son 
similares a las reportadas en población chilena para el alelo *3 (0.73),52 en población 
europea (0.94)62 y en población caucásica (0.93);64 no obstante, las frecuencias son muy 
diferentes a las reportadas en población africana (0.12).62  
Finalmente, evaluamos si el marcador C3435T en el gen MDR1 podía explicar 
los distintos fenotipos observados. Los resultados muestran que el alelo variante T es 
más común en los sujetos estudiados (0.52). Estos resultados se explican porque el 
genotipo más frecuente fue el heterocigoto C/T (0.53), seguido del homocigoto variante 
T/T (0.25) y por último el homocigoto para el alelo silvestre C/C (0.22) (cuadro 16). 
Nuestros hallazgos son similares a los reportados para el alelo variante T en población 
Lahu (0.54),65 en población holandesa (0.52)66 y en población caucásica (0.53),64 pero 
diferentes a las encontradas en población chilena (0.34),52 en población africana (0.17) y 
afroamericana (0.39).67 
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CAPÍTULO 7 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
 
En el presente estudio preliminar de farmacogenética de fármacos de alta 
variabilidad, se examinaron el efecto de la variación génica en el metabolismo de ATV 
en un grupo piloto de voluntarios sanos mexicanos. Se encontró evidencia 
estadísticamente significativa (p = 0.04), de la asociación entre los genotipos del 
marcador C3435T del gen MDR1 y los fenotipos metabolizadores encontrados para 
ATV (cuadro 16). A su vez, resultó evidente que los marcadores en los genes CYP3A4 y 
CYP3A5, no explican los fenotipos encontrados en este estudio piloto. La ausencia del 
genotipo homocigoto variante para el marcador CYP3A4*1B no explica los tres 
fenotipos observados. Las aparentes discrepancias entre los fenotipos y los genotipos 
encontrados para los marcadores CYP3A5 *1, *3 y *6, se explican por la baja frecuencia 
del genotipo (*1/*1) y del alelo *6. 
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En este estudio para el metabolismo de ATV, sólo pudimos asociar los fenotipos 
encontrados con por la variación génica en el gen MDR1 (C3435T) y no por algún otro 
gen. Al comparar los valores obtenidos para Cmax, AUC0-t, AUC0-∞ y Cl/F, estos son 
mayores en el grupo de homocigotos C/T y heterocigotos T/T para el alelo T. Sin 
embargo, las diferencias no son estadísticamente significativas (cuadro 17). A pesar de 
no encontrar significancia estadística entre los valores de los parámetros 
farmacocinéticos analizados y los genotipos del gen MDR1, estos muestran una 
tendencia hacia la asociación (p = 0.09). 
Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo en el cual se utilizan herramientas 
de genotipificación masiva (microarreglos), para predecir el metabolismo de 
medicamentos comúnmente usados por la población mexicana, como es el caso de la 
ATV. Concluimos que es deseable aumentar el número de muestras por genotipo, para 
incrementar el poder estadístico y así determinar si las diferencias entre los valores 
farmacocinéticos son verdaderamente significativos. Debido a esto, nuestros resultados 
pueden ser considerados para meta-análisis futuros. 
La contribución de este trabajo fue generar información acerca de los tipos de 
metabolismo de ATV y proporcionar las frecuencias alélicas y genotípicas de 
marcadores en genes del metabolismo y respuesta a fármacos en nuestra población, así 
como establecer la influencia de estos en el metabolismo de ATV. 
Este tipo de estudios son de utilidad para disminuir el número de voluntarios en 
los protocolos para fármacos de alta variabilidad farmacocinética y de estrecho margen 
terapéutico, al realizar un tamizaje previo a la selección de voluntarios. 
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Secuenciar los genes que intervienen en el metabolismo sería lo más 
recomendable para descubrir cuáles son las variantes génicas de las enzimas 
metabolizadoras, así como de los transportadores que están asociados con el 
metabolismo de medicamentos en la población analizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aplicación de la farmacogenómica en la predicción de la respuesta a fármacos de alta variabilidad farmacocinética 
 2013
 
 
73 
 
 
 
CAPÍTULO 8 
 
 
PERSPECTIVAS 
 
 
Como tareas en curso se ha logrado avanzar en la clasificación de los fenotipos 
metabólicos para los otros 12 estudios de bioequivalencia. Se muestran los resultados en 
las figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17. 
El metabolismo fue clasificado usando los parámetros farmacocinéticos Cmax y 
AUC0-t y podemos observar la formación de varios clusters principalmente 3, 
correspondientes a metabolizadores lentos, normales y rápidos.  
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Figura 10. Clasificación metabólica de las estatinas. 
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Figura 11. Clasificación metabólica de los antihipertensivos. 
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Figura 12. Clasificación metabólica de los analgésicos. 
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Figura 13. Clasificación metabólica de otros fármacos. 
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Figura 14. Clasificación metabólica de las Carbamazepina. 
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Debido a que el producto del gen CYP3A4 es el principal responsable del metabolismo de ATV, también se diseñaron 14 pares 
de oligos específicos para amplificar las regiones exónicas de CYP3A4. Ejemplos de los resultados se muestran en la figura 15. 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
Figura 15. Ejemplo del diseño de oligos para el exón 1, 9 y 12. 
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También se estandarizaron las 14 reacciones de PCR para amplificar cada una de las regiones exónicas del gen CYP3A4. El 
resumen de los resultados se muestra en la figura 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Estandarización de las 14 PCRs. 
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Ya fueron seleccionados 6 sujetos y fue secuenciado el exón 9 de dicho gen, sin encontrar ningún cambio dentro de la 
secuencia lograda a la fecha. Los resultados se muestran en la figura 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Alineamiento de las secuencias del exón 9.
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Está también en curso el secuenciar 11 genes que intervienen en el metabolismo 
de ATV en los sesenta voluntarios, por medio de secuenciación masiva de nueva 
generación, siendo los genes candidatos: CYP3A4, CYP3A5, CYP2D6, MDR1, ABCG2, 
SLCO1B1, UGTs y GSTs. 
Se espera que todos estos experimentos en curso se concluyan en debido tiempo 
y se integren en publicaciones próximas a derivarse también de esta tesis. 
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ANEXO 1 
EJEMPLO DE REPORTE DE VALIDACIÓN 
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ANEXO 2 
EJEMPLO DEL REPORTE DE UN DÍA DE CORRIDA 
REPORTE DE LA CONCENTRACIÓN DE: ATORVASTATINA EN PLASMA   
Protocolo:   
 
Fecha de reporte: 
 
  
Fecha de recepción: 
 
Muestreo realizado en: I 
Resultados: ATORVASTATINA Método: HPLC-MS Analista: 
 
Fecha de Corrida analítica: 
Clave de Atorvastatina Clave de Atorvastatina Clave de Atorvastatina Clave de Atorvastatina 
 
Muestra Conc ng/mL Muestra Conc ng/mL Muestra Conc ng/mL Muestra Conc ng/mL 
 
D21P1-01 - D22P1-01 - D23P1-01 -   
 
D21P1-02 - D22P1-02 - D23P1-02 3.684   
 
D21P1-03 1.094 D22P1-03 0.678 D23P1-03 10.611   
 
D21P1-04 2.382 D22P1-04 1.968 D23P1-04 12.949   
 
D21P1-05 2.140 D22P1-05 12.890 D23P1-05 7.499   
 
D21P1-06 7.270 D22P1-06 6.058 D23P1-06 5.366   
 
D21P1-07 3.545 D22P1-07 4.311 D23P1-07 4.299   
 
D21P1-08 2.335 D22P1-08 3.281 D23P1-08 3.724   
 
D21P1-09 1.545 D22P1-09 2.742 D23P1-09 3.409   
 
D21P1-10 1.387 D22P1-10 2.698 D23P1-10 3.056   
 
D21P1-11 1.040 D22P1-11 2.718 D23P1-11 2.704   
 
D21P1-12 1.319 D22P1-12 4.169 D23P1-12 4.260   
 
D21P1-13 0.946 D22P1-13 2.776 D23P1-13 2.447   
 
D21P1-14 0.938 D22P1-14 2.788 D23P1-14 1.940   
 
D21P1-15 0.691 D22P1-15 2.248 D23P1-15 1.842   
 
D21P1-16 0.622 D22P1-16 1.799 D23P1-16 1.859   
 
D21P1-17 - D22P1-17 1.683 D23P1-17 1.157   
 
D21P1-18 - D22P1-18 - D23P1-18 0.610   
 
D21P1-19 - D22P1-19 - D23P1-19 -   
 
D21P1-20 - D22P1-20 - D23P1-20 -   
 
D21P2-01 - D22P2-01 - D23P2-01 -   
 
D21P2-02 - D22P2-02 15.470 D23P2-02 -   
 
D21P2-03 0.802 D22P2-03 10.304 D23P2-03 -   
 
D21P2-04 1.090 D22P2-04 6.493 D23P2-04 -   
 
D21P2-05 1.012 D22P2-05 3.356 D23P2-05 0.538   
 
D21P2-06 0.807 D22P2-06 2.455 D23P2-06 1.350   
 
D21P2-07 1.411 D22P2-07 2.175 D23P2-07 7.396   
 
D21P2-08 0.855 D22P2-08 2.127 D23P2-08 4.334   
 
D21P2-09 1.080 D22P2-09 1.859 D23P2-09 4.677   
 
D21P2-10 1.031 D22P2-10 1.532 D23P2-10 5.305   
 
D21P2-11 1.505 D22P2-11 2.031 D23P2-11 4.300   
 
D21P2-12 2.551 D22P2-12 1.442 D23P2-12 7.318   
 
D21P2-13 1.492 D22P2-13 1.072 D23P2-13 4.047   
 
D21P2-14 1.425 D22P2-14 0.839 D23P2-14 3.451   
 
D21P2-15 1.034 D22P2-15 0.899 D23P2-15 2.152   
 
D21P2-16 1.237 D22P2-16 - D23P2-16 2.008   
 
D21P2-17 - D22P2-17 - D23P2-17 1.450   
 
D21P2-18 - D22P2-18 - D23P2-18 -   
 
D21P2-19 - D22P2-19 - D23P2-19 -   
 
D21P2-20 - D22P2-20 - D23P2-20 -   
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